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摘要 近年 来 ， 基 因 组 测序 、 编 辑 与 合成 技术 日 新 月 异 ， 推 动 了 基因 型 “设计 ”和 “合成 ”能 力 的 突飞猛进 ， 同 时 
也 使 人 工 细 胞 的 表 型 检测 成 为 合成 生物 学 发 展 的 瓶颈 环节 之 一 。 对 于 细胞 功能 的 快速 测试 与 评价 ， 单 细胞 分 析 技 
术 具 有 重要 意义 与 前 景 ， 但 理想 的 解决 方案 需要 具备 活体 无 损 、 非 标记 式 、 提 供 全 景 式 表 型 、 能 分 辨 复杂 功能 、 
快速 高 通 量 且 低 成 本 、 能 与 组 学 分 析 联 动 等 特征 。 以 此 为 出 发 点 ， 文 章 重点 介绍 了 基于 非 标记 式 分 子 光谱 学 的 单 
细胞 功能 表征 、 分 选 与 组 学 技术 体系 的 进展 ， 并 讨论 了 该 领域 的 关键 问题 与 发 展 方向 。 多 种 光谱 技术 之 间 扬 长 避 
短 的 运用 与 多 模 态 成 像 ， 结 合 高 通 量 的 光谱 激活 细胞 分 选 技术 及 下 游 单 细 胞 组 学 技术 ， 正 构建 与 拓展 着 一 条 连接 
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光谱 学 与 遗传 学 的 广阔 桥梁 。 这 一 桥梁 不 仅 为 细胞 工厂 的 高 通 量 、 全 景 式 表 型 检测 与 筛选 提供 全 新 的 解决 方案 ， 
还 将 推动 “ 单 细胞 精度 的 光谱 表 型 组 -功能 基因 组 ”作为 一 种 新 的 生物 大 数据 类 型 ， 服 务 于 “数据 科学 ”驱动 下 的 


合成 生物 技术 。 
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合成 生物 学 的 核心 使 命 是 在 阐明 并 模拟 生物 合成 基 
本 规律 的 基础 之 上 ， 人 工 设计 并 构建 新 的 、 具 有 特定 生 
理 功能 的 生物 系统 ， 从 而 建立 药物 、 功 能 材料 或 能 源 蔡 
代 品 等 的 生物 制造 途径 "…)。 其 技术 的 跨越 式 发 展 ， 取 决 
于 “基因 型 设计 ”“ 基 因 型 合成 ”与 “细胞 表 型 测试 ” 
这 三 大 共性 技术 环节 (design-build-test ) 的 突破 外 。 近 
年 来 ， 随 着 基因 组 测序 与 合成 在 通 量 与 成 本 上 的 大 幅度 
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改进 ， 以 及 基因 组 编辑 技术 的 广泛 应 用 ， 业 界 设计 和 构 
建 突变 体 其 至 人 工 细胞 的 能 力 已 经 突飞猛进 中 。 然 而 ， 
细胞 表 型 测试 速度 与 通 量 的 发 展 却 缓慢 得 多 ， 有 时 候 其 
至 落后 几 个 数量 级 。 例 如 ， 从 基因 型 突变 体 库 来 筛选 目 
标 表 型 组 合 的 细胞 通常 需要 花费 大 量 的 人 力 、 经 费 和 时 
间 (生产 抗 症 药 前 体 的 微生物 细胞 工厂 的 筛选 约 动用 
T 150 人 年 的 工作 量 "” ) 。 因 此 ， 细 胞 表 型 测试 已 经 成 
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为 合成 生物 技术 发 展 的 “ 限 速 步骤 ”之 一 。 


1 人 工 细胞 表 型 测试 技术 的 现状 


1.1 基于 光谱 的 单 细 胞 表 型 测试 

无 论 是 从 天 然 环 境 中 寻找 、 识 别 和 鉴定 生物 元 件 与 
模块 ， 还 是 表征 、 理 解 和 筛选 人 工 设计 的 基因 回路 与 网 
络 ， 关 键 环节 之 一 均 是 其 活性 以 及 功能 在 活体 细胞 内 的 
快速 测试 与 评价 。 单 个 细胞 是 地 球 上 生命 的 基本 单元 和 
进化 的 基本 单位 ， 因 此 ， 单 细胞 分 析 技 术 ， 即 在 单个 细 
胞 精度 上 的 功能 识别 与 表征 ， 能 够 在 最 “ 深 ” 的 水 平 控 
掘 生命 元 件 、 刻 画 细胞 功能 与 理解 生命 过 程 。 同 时 ， 单 
细胞 分 析 不 依赖 于 细胞 培养 而 直接 分 析 每 个 细胞 个 体 的 
功能 ， 因 此 能 够 克服 环境 中 大 部 分 微生物 细胞 尚 难 培养 
这 一 挑战 ， 这 对 于 从 人 体 与 环境 微生物 组 中 挖掘 生物 元 
件 、 模 块 或 底盘 细胞 具有 重大 的 意义 。 
1.1.1 单 细胞 检测 分 析 技 术 的 特征 

对 于 细胞 功能 的 快速 测试 与 评价 而 言 ， 理 想 的 单 细 
胞 分 析 技 术 需 要 具备 6 个 特征 : CD 活体 检测 。 在 很 多 
情况 下 ， 元 件 与 模块 的 功能 ， 只 有 在 活体 细胞 中 进行 非 
ZAI C 即 对 细胞 状态 的 扰动 最 小 化 ) 的 测量 与 探究 才 
具有 生物 学 意义 。 同 时 ， 活 体检 测 意味 着 ， 经 检测 后 的 
细胞 可 直接 进行 后 续 培 养 或 其 他 操作 。C) 不 需 标记 。 
如 前 所 述 ， 从 天 然 元 件 的 挖掘 角度 讲 ， 自 然 界 中 微生物 
细胞 具 极 大 遗传 多 样 性 ， 并 且 通 常 尚 难以 培养 ， 因 此 目 
前 尚 无 对 复杂 微生物 组 中 的 细胞 类 型 广 谱 适 用 的 细胞 标 
记 手 段 。 从 基于 大 肠 杆菌 、 酵 母 等 底盘 细胞 的 基因 功能 
筛选 角度 讲 ， 与 潜在 需要 测量 的 细胞 功能 相 比 ， 能 够 利 
用 荧光 探 针 等 对 细胞 进行 标记 的 表 型 与 功能 仍 极 为 有 
限 。 因 此 ， 非 标记 式 的 细胞 检测 具有 重要 优势 。(3) 提 
供 全 景 式 的 表 型 信息 。 研 究 人 员 感 兴趣 的 许多 细胞 功能 
是 由 多 个 表 型 共同 反映 或 决定 的 ， 如 果 只 测量 单一 的 表 
型 或 单个 化 合 物 、 蛋 白 、 基 因 的 表征 ， 往 往 难 以 探测 目 
标 功 能 ， 而 同时 能 提供 多 种 表 型 乃至 测量 表 型 组 的 “全 
景 式 ” 分 析 则 具有 重要 的 优势 。(4 能 分 辨 复杂 功能 。 
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许多 重要 甚至 核心 的 细胞 功能 由 多 个 基因 共同 反映 或 决 
定 ， 因 此 针对 单一 蛋白 或 化 合 物 分 子 的 检测 经 常 难以 分 
辨 与 识别 这 类 功能 。@ 快速 、 高 通 量 与 低 成 本 。 平 板 上 
的 一 个 菌落 中 可 包括 10" 个 细胞 ， 因 此 单 细胞 精度 的 表 型 
分 析 对 于 速度 、 通 量 和 成 本 提出 了 比 单 菌落 层面 更 高 的 
BR, © 与 单 细胞 功能 基因 组 分 析 联 动 。 单 细胞 精度 的 
基因 组 、 转 录 组 、 绰 白质、 代谢 组 、 表 观 组 等 是 生命 科 
学 方法 学 研究 前 沿 进展 最 迅速 的 领域 之 一 。 如 果 能 够 
通过 细胞 分 选 ， 将 单 细胞 表 型 或 表 型 组 的 分 析 与 这 些 单 
细胞 功能 基因 组 手段 直接 对 接 ， 将 能 够 在 真正 意义 上 建 
立 单 细 胞 精度 的 “ 表 型 -基因 型 ”模型 ， 从 而 带 来 细胞 个 
体 、 细 胞 群体 乃至 细胞 群落 层面 合成 生物 学 的 突破 。 
1.1.2 单 细 胞 光谱 检测 技术 的 类 型 

代谢 物 是 细胞 中 基因 表达 的 最 终 产 物 ， 也 通常 是 细 
胞 表 型 与 功能 的 最 直接 载体 ， 因 此 代谢 物 组 的 检测 ， 包 
括 代 谢 状 态 的 识别 ， 是 细胞 功能 检测 最 直接 、 最 有 效 的 
手段 之 一 "。 目 前 在 人 工 细胞 测试 的 流程 中 ， 通 常用 气 
相 色谱 -质谱 联 用 仪 (GC-MS ) 、 液 相 色 谱 -质谱 联 用 仪 
(HPLC-MS ) 或 核磁 共振 ( NMR ) 对 细胞 “群体 ”或 
“群落 ”进行 系统 分 析 ， 从 而 实现 细胞 功能 的 检测 "。 但 
是 单个 细胞 尤其 是 单个 微生物 细胞 的 代谢 物 极为 微量 ， 
而 且 难 以 像 核酸 那样 进行 扩 增 ， 因 此 ， 受 到 现 有 质谱 、 
色谱 与 核磁 检测 灵敏 度 的 限制 ， 单 细胞 代谢 组 分 析 目 前 
仍然 存在 困难 "。 此 外 ， 这 些 方法 的 前 提 通 常 是 裂解 细 
胞 以 提取 或 制备 胞 内 代谢 物 ， 因 此 难以 和 目标 单 细 胞 的 
后 继 培养 或 基因 组 与 转录 组 分 析 直 接 对 接 。 而 单 细胞 光 
谱 则 是 在 特定 时 间 、 空 间 与 状态 下 针对 一 个 单 细胞 采集 
的 分 子 光谱 ， 能 够 体现 与 展示 胞 内 代谢 物 (组 ) 的 特 
征 ， 而 且 测 量 过 程 可 以 是 非 侵入 性 、 非 破坏 性 乃至 维持 
活体 状态 ， 故 通过 光谱 激活 的 细胞 分 选 能 够 将 特定 光谱 
的 细胞 分 离 出 来 ， 进 而 与 单 细胞 培养 和 各 种 破坏 性 的 单 
细胞 功能 基因 组 分 析 直 接 对 接 。 因 此 ， 单 细胞 光谱 技术 
是 克服 上 述 挑战 的 有 效 手段 。 

(1) 基于 荧光 光谱 的 细胞 功能 检测 。 荧 光 光 谱 具 有 
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灵敏 度 高 、 特 异性 好 、 分 析 通 量 高 等 优势 ， 是 目前 应 用 
最 为 广泛 的 单 细胞 表 型 检测 技术 之 一 ""。 然 而 大 多 数 细 
胞 均 没 有 自 菊 光 ， 通 常 需要 设计 荧光 探 针 ， 对 细胞 进行 
荧光 标记 。 常 用 的 细胞 荧光 探 针 包括 小 分 子 荧光 染料 和 
荧光 蛋白 等 。 部 分 小 分 子 荧光 染料 能 穿 透 细 胞 膜 进 入 细 
胞 内 部 直接 标记 目标 分 子 ， 如 小 分 子 酶 荧光 探 针 可 对 细 
胞 内 的 酶 进行 检测 和 成 像 。 此 外 ， 小 分 子 荧光 探 针 也 
可 通过 连接 抗体 ， 特 异性 地 标记 细胞 表面 抗原 ， 从 而 实 
现 细胞 功能 检测 。 荧 光 和 蛋白 〈 如 绿色 殉 光 蛋白 ) 是 另 一 
类 重要 的 奖 光 探 针 ， 常 作为 报告 基因 与 目标 基因 进行 融 
合 表 达 ， 以 检测 目标 基因 在 细胞 中 的 表达 情况 ， 从 而 刻 
画 基因 表达 的 动态 过 程 及 其 功能 异 质 性 。 荧 光 和 蛋白 也 可 
检测 细胞 内 代谢 小 分 子 。 例 如 ， 一 系列 特异 性 检测 评价 
辅酶 NADPH 的 高 性 能 遗传 编码 欧 光 探 针 iNap, KWT 
在 活体 动物 、 活 细胞 及 各 种 亚 细 胞 结构 中 对 NADPH 代 
谢 的 高 时 空 分 辨 检测 与 成 像 ” ;可 基因 编码 的 多 巴 胺 区 
光 探 针 和 新 型 乙酰 胆 碱 欧 光 探 针 ， 能 在 果 晶 、 斑 马 鱼 和 
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子 等 的 设计 和 改造 ， 将 特定 代谢 物 含量 等 信息 转换 为 细 
胞 的 荧光 强度 中 ;这 种 对 细胞 进行 DNA 转化 乃至 遗传 操 
作 的 前 提 ， 限 制 了 适用 的 细胞 类 型 与 应 用 场景 。 尤 其 重 
要 的 是 ， 出 色 的 靶 标 分 子 特异 性 与 多 靶 标 同时 检测 可 能 
是 相互 排斥 的 ， 由 于 多 色 荧 光 之 间 的 相互 干扰 ， 目 前 多 
个 基因 功能 表 型 的 同时 检测 还 无 法 广泛 应 用 ,难以 实 
现 针 对 表 型 组 的 “全 景 式 ”测量 。 

(2) 基于 拉 曼 光谱 的 细胞 功能 检测 。 拉 曼 光 谱 是 
一 种 非 标 记 的 散射 光谱 ， 是 分 子 键 被 激发 到 虚 能 态 却 尚 
未 恢复 到 原始 态 所 引起 的 入 射 光 被 散射 后 频率 发 生变 化 
的 现象 ~1。 每 个 单 细胞 拉 曼 光谱 由 分 别 对 应 于 一 类 化 学 
键 的 超过 1 500 个 拉 曼 谱 峰 组 成 ， 反映 了 特定 细胞 内 化 
学 物质 的 成 分 及 含量 的 多 维 信息 。 代 谢 物 组 成 能 够 对 细 
胞 生理 状态 、 细 胞 所 处 的 环境 变化 ， 以 及 遗传 背景 做 出 
快速 响应 ， 所 以 每 个 单 细胞 拉 曼 光谱 可 以 被 视 为 一 张 超 
过 1500 个 “像素 ”的 高 分 辩 率 “照片 ”， 用 于 表征 单 
个 细胞 的 状态 、 表 型 与 功能 。 一 个 单 细胞 拉 曼 光谱 中 的 


小 鼠 中 检测 内 源 多 巴 胺 和 乙酰 胆 碱 的 动态 变化 "1。 目 
前 ， 基 于 荧光 探 针 的 细胞 功能 检测 已 被 广泛 应 用 于 基因 


每 个 拉 曼 谱 峰 或 若干 拉 曼 谱 峰 的 组 合 均 潜 在 代表 一 种 表 
型 。 因 此 ， 正 如 一 张 肖 像 照 能 够 同时 展示 人 脸 的 诸多 特 


的 表达 调控 、 和 蛋白 质 空间 定位 与 转运 、 和 蛋白 折 炙 、 信 号 
传导 、 和 蛋白 酶 活性 分 析 、 生 物 分 子 相互 作用 和 细胞 代谢 
动态 过 程 检测 等 研究 领域 。 尽 管 基 于 奖 光 光谱 的 细胞 功 
能 检测 具备 诸多 优点 ， 但 是 ， 需 要 预知 生物 标示 物 ， 需 
要 对 细胞 进行 标记 甚至 是 遗传 操作 ， 以 及 通常 只 能 同时 
检测 少数 标记 分 子 等 前 提 条 件 也 从 原理 上 限制 了 荧光 检 
测 在 生物 元 件 挖掘 与 细胞 表 型 检测 中 的 广泛 应 用 。 对 于 
自然 界 中 绝 大 部 分 的 微生物 细胞 ， 其 生物 标识 物 经 常 未 
知 ， 也 没有 普 适 性 的 细胞 标记 方法 ， 因 此 区 光 检 测 的 细 
胞 类 型 适用 范围 相对 较 窗 。 即 使 对 于 大 肠 杆 菌 、 醇 母 等 
常见 的 底盘 细胞 ， 构 成 细胞 表 型 组 的 大 部 分 表 型 ， 如 各 
种 底 物 的 代谢 活性 、 代 谢 产 物 谱 、 环 境 应 激 性 、 细 胞 间 
互 作 等 ， 通 常 也 难以 用 一 种 通用 的 荧光 标记 的 方法 来 直 
接 测量 ， 往 往 需要 构建 独立 的 细胞 殉 光 传感器 。 而 在 细 


征 一 样 ， 单 细胞 拉 曼 光谱 能 潜在 同时 刻画 与 反映 细胞 的 
多 种 表 型 ， 实 现 全 景 式 的 表 型 分 析 ”。 除 此 之 外 ,水 分 
子 没 有 很 强 的 拉 曼 信号 ， 不 会 对 细胞 的 拉 曼 检 测 产 生 干 
扰 。 因 此 ， 可 在 细胞 的 最 佳 生理 状态 下 进行 拉 曼 成 像 ， 
这 使 得 拉 曼 光谱 用 于 表征 生命 体系 的 应 用 范围 十 分 广 
Uum 

对 细胞 群体 而 言 ， 在 单 细 胞 精度 上 准确 描述 群体 细 
胞 的 功能 表 型 及 其 异 质 性 至 关 重 要 ， 拉 曼 组 技术 便 能 满 
足 这 一 需求 。 所 谓 拉 曼 组 是 指 在 特定 条 件 和 时 间 点 下 随 
机 取样 的 单 细 胞 拉 曼 光谱 的 集合 ， 在 概念 上 类 似 于 给 细 
胞 的 群体 (ramanome ) 或 群落 (meta-ramanome ) fH “SE 
体 照 ”一 。 拉 曼 组 相当 于 单 细胞 精度 ， 可 快速 、 低 成 本 
测定 与 监控 的 “代谢 物 组 ”, 其 变化 可 反映 和 表征 该 细胞 
体系 全 景 式 、 几 近 无 限 的 “状态 ” 与 “功能 ”。 例如, 拉 曼 


胞 中 导入 基于 交 光 的 胞 内 传 感 顺 ,通常 需要 通过 转录 因 


组 可 以 检测 底 物 代谢 活性 \ 测定 产物 合 量 "表征 环 
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境 应 激 性 (如 细胞 应 激 状 态 ""、 药 敏 性 与 耐 药 性 等 ) 、 
细胞 间 代 谢 互 作 "™ 等 。 这 些 特色 充分 体现 了 拉 曼 组 手段 
与 转录 组 、 和 蛋白 组 、 代 谢 组 等 手段 的 互补 性 ， 使 其 有 望 
成 为 一 种 通用 手段 和 帮 新 的 表 型 组 学 数据 类 型 ， 用 以 定 
义 、 表 征 乃 至 监测 细胞 的 功能 及 其 异 质 性 。 

(3) 基于 红外 光谱 的 细胞 功能 检测 。 红 外 成 像 通常 
采用 近 红 外 区 多 色光 作为 激发 光源 ， 激 发 样品 中 分 子 能 
级 路 迁 ， 进 而 检测 其 红外 吸收 光谱 。 从 20 世纪 90 年 代 
起 ， 红 外 光谱 便 开始 用 于 区 分 正常 和 癌变 的 组 织 ““"。 虽 
然 红 外 显 微 光谱 技术 理论 上 分 辨 率 可 达 衍 射 极限 ， 但 是 
目前 绝 大 多 数 红外 显 微 光 谱 仪 配备 的 都 是 传统 的 碳 硅 棱 
(globar) 光源 ， 其 热源 温度 仅 1 000—1 500K, JEME 
度 较 弱 ， 因 此 当 测 试 狭 颖 调节 到 小 于 10 pm (细胞 尺寸 相 
当 ) 时 ， 其 光 通 量 将 明显 降低 ， 严 重 影响 单 细胞 红外 光 
谱 的 灵敏 度 。 因 此 目前 显 微 红外 光谱 大 多 只 能 对 细胞 中 
色素 等 红外 吸收 高 的 成 分 成 像 ， 如 对 雨 生 红 球 东 细胞 中 
类 胡 葛 卜 素 的 空间 分 布 和 含量 进行 红外 成 像 …。 

同步 辐射 作为 一 种 新 型 的 红外 光源 ， 具 有 光谱 宽 
( 10 一 10 000 cm ) 、 亮 度 高 C 比 传统 光源 高 2 一 3 个 数 
量 级 ) 、 发 散 度 小 以 及 具有 时 间 结 构 等 优良 特性 。 特 别 
是 其 高 亮度 的 特性 十 分 适合 开展 单 细胞 显 微 红 外 光谱 
成 像 研 究 ”。 不 仅 可 直接 获得 细胞 内 的 生物 化 学 信息 ， 
还 可 鉴别 和 检测 特殊 的 细胞 表 型 ， 并 且 具 有 亚 细 胞 成 像 
分 辨 能 力 。 与 普通 红外 光谱 相 比 ， 同 步 辐 射 红外 光谱 在 
单 细胞 表 型 检测 上 具有 更 强大 的 功能 。 然 而 在 细胞 红外 
光谱 成 像 过 程 中 ， 为 了 保持 细胞 的 活性 ， 测 试 往往 需要 
在 水 溶液 中 进行 的 。 但 是 ， 水 分 子 在 3 000 一 3 750 cm 
与 1600 一 1700 cm 光谱 处 都 存在 明显 的 红外 吸收 ， 故 
克服 这 一 干扰 是 细胞 红外 成 像 的 关键 。 微 流 控 芯片 技术 
能 精准 地 操控 流体 ， 其 微 通道 可 准确 控制 细胞 外 水 层 的 
厚度 ， 从 而 最 大 限度 地 消除 水 环境 对 细胞 红外 光谱 的 干 
扰 。 一 系列 适合 细胞 红外 光谱 成 像 的 微 流 控 芯 片 装置 的 


出 现 ， 为 高 通 量 单 细胞 红外 成 像 疯 定 了 平台 基础 ?9。 
(4) 基于 太 赫 次 光 谱 的 细胞 功能 检测 。 太 赫兹 
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(THz ) 位 于 电磁 波谱 的 微波 和 红外 区 域 之 间 ， 其 频率 
范围 为 0.3 一 3x10” Hz， 探测 细胞 内 部 时 不 受 散射 限制 ， 
因此 有 具有 出 色 的 生物 组 织 穿 透 能 力 ， 为 原 位 乃至 在 体 
的 细胞 表 型 测量 带 来 了 和 肴 望 。 一 种 耦合 腔 谐振 器 系统 能 
在 10 GHz 频率 下 快速 测量 流动 的 细胞 ， 实 现 了 流动 状态 
下 小 鼠 成 肌 细 胞 的 太 赫 效 光 谱 测 量 ""。 太 赫 效 光谱 测量 
信和 号 与 细胞 的 体积 直接 相关 ， 故 为 细胞 大 小 分 布 提 供 了 
一 种 快速 准确 的 测量 方法 ， 其 潜在 的 应 用 包括 检测 血液 
样本 中 循环 肿瘤 细胞 〈 一 般 比 白细胞 大 ) 等 。 虽然 太 赫 
兹 光谱 成 像 在 细胞 原 位 或 在 体 分 析 上 具有 重要 潜力 ,但 
就 已 发 表 的 工作 来 看 ， 能 检测 的 细胞 表 型 仍然 较 少 也 相 
对 局 限 ， 距 离 现实 应 用 尚 有 距离 。 
1.2 基于 光谱 的 单 细胞 表 型 分 选 

在 基于 各 种 光谱 技术 的 单 细胞 功能 识别 与 表征 基础 
之 上 ， 利 用 光谱 激活 的 细胞 分 选 技术 ， 能够 分 离 出 特定 
功能 的 单 细胞 ， 进 而 测定 与 该 功能 相对 应 的 基因 型 ， 其 
至 是 转录 组 、 和 蛋白 组 、 代 谢 组 、 表 观 组 等 单 细胞 功能 
因 组 ， 从 而 在 单个 细胞 精度 上 建立 “ 表 型 -基因 型 ” 关 
联 。 
1.2.1 荧光 激活 细胞 分 选 

长 期 以 来 ， 荧 光 流 式 分 选 作为 一 种 主流 的 细胞 分 析 
和 分 选 技术 得 到 了 广泛 应 用 。 商 品 化 荧光 流 式 细胞 分 选 
仪 (fluorescence-activated cell sorting, FACS ) 的 检测 和 
分 选 通 量 可 达 数 万 个 细胞 / 秒 ， 自 动 化 和 智能 化 程度 较 
高 ， 但 是 仪器 成 本 却 一 直 居 高 不 下 ， 成 为 应 用 推广 的 重 
要 障碍 。 近 年 来 由 于 微 流 控 技 术 的 引入 ，FACS 的 成 本 大 
幅 降低 ， 同 时 还 带 来 了 灵活 、 精 确 等 优点 。 基 于 微 流 控 
的 FACS 通过 采用 表面 驻 波 声波 三 维 细胞 聚集 技术 ， 使 得 
田 胞 可 在 低 夹 流 流 速 条 件 下 实现 精确 聚焦 ， 可 避免 细胞 
在 传统 FACS 中 由 于 高 流速 、 高 剪 切 力 带 来 的 损伤 "。 

近年 发 展 起 来 的 基于 液 滴 微 流 控 的 荧光 激活 液 滴 分 
选 (fluorescence-activated droplet sorting, FADS ) 技术 由 
于 采用 液 滴 包 器 细胞 ， 解 决 了 传统 FACS 难以 解决 的 细胞 
分 泌 蛋 白 或 者 胞 外 代谢 小 分 子 检测 这 一 难题 ， 分 选 通 量 
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也 可 达到 30 KHZ", Za AM ea, PSL 
WURERAR P, ARE, IRAE Pie 
养 、 测 序 等 组 学 研究 无 颖 衔接 。 基 于 FADS 平 台 ， 实 现 了 
哺乳 动物 细胞 U937 对 药物 库 的 毒性 表 型 检测 分 选 ， 从 
定向 进化 的 酵母 突变 体 库 中 (数量 约 为 10 个 突变 子 ) 
检测 筛选 具有 高 藻 根 过 氧化 物 酶 活性 的 突变 体 “ 等 。 也 
有 报道 在 FADS 平台 上 集成 双 通道 检测 系统 ， 从 定向 进 
化 的 突变 体 库 〈 约 10 个 突变 子 ) 中 筛选 到 优先 生产 布 
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曼 测量 基 片 上 溅 射 一 层 薄 膜 ， 将 样品 点 在 该 薄膜 上 并 封 
装 接 收 微 孔 阵 列 ; 对 细胞 进行 拉 曼 检测 后 ， 特 定 细胞 可 
通过 施加 一 束 脉 冲 激光 在 目标 细胞 位 置 的 基体 芯片 上 ; 
该 细胞 将 被 弹射 剥离 到 收集 微 孔 内 ， 可 灵活 实现 单个 微 
和 孔 内 收集 单个 细胞 或 多 个 细胞 。 受 光斑 尺寸 的 影响 ， 直 
接 弹 射 一 般 用 于 小 细胞 的 弹射 分 离 ， 针 对 大 细胞 及 细胞 
团 ， 可 对 目标 细胞 区 域 先 进行 激光 切割 (RAMD ) ， 然 
后 进行 弹射 。 该 方法 操作 相对 灵活 简单 ， 分 选 准确 率 


洛 芬 对 映 异 构 体 的 高 对 应 选择 性 的 酯 酶 “I。 最 近 ， 通 过 
HS FACS 和 人 工 智 能 技术 ， 在 基于 高 通 量 高 分 辩 度 图 
像 处 理 的 单 细 胞 表 型 检测 分 选 平台 (intelligent image- 
activated cell sorting, IACS) 上 ， 示 范 了 衣 藻 突变 体 库 的 
BEB ETE, MERZ, FACS 加 速 了 合成 生物 学 
“检测 ”的 环节 ， 使 之 得 以 匹配 “设计 ”和 “合成 ”的 
通 量 ， 促 进 了 合成 生物 学 的 发 展 。 但 如 前 所 述 ， 由 于 受 
制 于 FACS 需要 荧光 探 针 和 标记 细胞 ， 同 时 检测 的 表 型 数 
目 很 有 限 等 原理 上 的 局 限 ， 骂 须发 展 基于 非 标 记 式 光谱 
识别 、 全 景 式 表 型 分 析 、 广 谱 适 用 于 自然 界 所 有 细胞 的 
细胞 分 选 技术 。 
1.2.2 拉 曼 激活 细胞 分 选 

如 前 所 述 ， 拉 曼 光 谱 是 一 种 无 损 非 标 记 的 单 细胞 
表 型 识别 手段 ， 在 基于 微生物 组 或 工程 细胞 库 的 细胞 
功能 饰 选 中 均 具有 广阔 的 应 用 前 期 中 。 如 何在 拉 曼 识别 
后 高 通 量 地 分 选 目 标 表 型 细胞 ， 即 拉 曼 激活 细胞 分 选 
( Raman-activated cell sorting, RACS ) ^9, 并 用 于 下 游 
培养 、 组 学 分 析 等 环节 , 对 于 细胞 表 型 测试 平台 的 构建 同 
样 重要 。 近年 来 , 一 系列 基于 拉 曼 光谱 的 单 细胞 分 选 技术 
和 核心 器 件 先后 面世 , Hor tod rgo HAE I, e 
弹射 分 选 ( RACE ) 六 、 拉 曼 光 钳 液 滴 分 选 (RAGE) 、 
拉 曼 微 流 分 选 (RAMS ) P7, di & (cp RU 2) X6 
(RADS) 呈 等 。 这 些 新 工具 有 效 耦合 了 单 细胞 拉 曼 表 型 
测量 和 基因 型 分 析 (或 培养 ) ， 为 在 单 细胞 水 平 解析 表 
型 和 基因 型 的 关系 提供 了 重要 手段 。 

拉 曼 激活 弹射 分 选 (RACE) 中 ,其 基本 原理 是 在 拉 


高 。 然 而 ， 拉 曼 分 析 分 选 时 的 激光 辐射 对 细胞 的 生理 活 
性 会 造成 一 定 损伤 四， 而 在 RACE 的 干 片 模式 下 ， 导 热 
散热 较为 困难 ， 辐 射 造成 的 细胞 活性 损伤 有 可 能 更 为 显 
著 。 此 外 ， 由 于 激光 辐射 引起 胞 内 核酸 损伤 等 可 能 原 
因 ， 弹 射 后 细菌 单 细胞 测序 的 覆盖 度 一 般 不 超过 2096, 
因此 基因 组 拼装 相对 困难 。 

Tre WS 6C BRE (RAGE) ， 是 笔者 团队 新 
Jr JT Az B — RIS GS Dr 89 YCESCRI ACT PPAR GL RULES HB FI d 
曼 细胞 分 选 技术 。RAGE AR T 36—26 5 71 XE LA SC 
PRUA ROTE T Sr HB S D] B, RES C OC i c d 
术 ， 完 成 了 目标 单 细胞 的 精准 分 选 和 快速 导出 。 同 时 ， 
拉 曼 检测 于 水 相 中 进行 ， 能 最 大 限度 地 保持 细胞 生理 活 
性 ， 并 能 够 精确 匹配 每 个 细胞 与 之 相对 应 的 拉 曼 光谱 表 
型 ， 实 现 “ 所 测 即 所 得 ”。 此 外 ， 分 选 后 的 单 细胞 已 
经 包 庄 在 油 包 水 微 液 滴 中 ， 因 此 可 直接 耦合 后 续 的 单 
细胞 培养 和 组 学 分 析 。 我 们 的 数据 表明 ， 细 菌 细胞 通 
过 RAGE 系统 分 选 之 后 其 存活 率 基 本 不 受 影响 ， 可 直接 
耦合 下 游 的 单 细胞 培养 。 而 在 与 RAGE 直接 耦合 的 单 细 
胞 核酸 扩 增 与 测序 中 ， 可 能 是 由 于 液 相 拉 曼 检测 对 于 目 
标 细胞 的 保护 作用 ， 目 标 大 肠 杆 菌 单 细胞 的 全 基因 组 测 
序 覆 盖 率 有 了 大 幅度 提高 ( 可 达 约 95% ) 。 

前 两 种 拉 曼 细胞 分 选 技术 均 是 在 细胞 静止 或 相对 
静止 状态 下 完成 ， 其 通 量 尚 无 法 满足 高 通 量 的 细胞 表 型 
功能 分 选 需求 。 发 展 流 式 拉 曼 单 细胞 分 选 技术 是 必然 趋 
势 ， 但 受 限 于 拉 曼 信号 弱 这 一 先天 性 缺点 ， 首 先 需要 解 
高 速 流动 状态 下 细胞 拉 曼 采集 这 一 瓶颈 问题 。 我 们 开 
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发 了 一 种 基于 介 电 单 细 胞 捕获 /释放 的 拉 曼 激活 微 流 分 选 
(RAMS) ER, MRT EXER, KKRT Dreh 
CHUA EU. PX RAMS 系统 集成 了 基于 介 电 的 单 细胞 
捕获 释放 单元 ， 可 实现 高 速 流动 状态 下 单 细胞 的 捕获 ， 
从 而 完成 拉 曼 信号 获取 。 在 此 基础 上 ， 我 们 进一步 建立 
了 拉 曼 激活 液 滴 分 选 (RADS) 技术 ,提高 了 拉 曼 细胞 
分 选 通 量 和 系统 的 稳定 性 。 由 于 采用 介 电 液 滴 分 选 技 
Ñ, RADS 系统 是 目前 已 报道 工作 中 全 谱 分 选 通 量 最 高 
的 RACS 系统 ， 通 量 达 数 百 个 细胞 每 分 钟 ， 与 此 同时 ， 
针对 雨 生 红 球 藻 中 虾 青 素 含量 的 分 选 准 确 率 达 到 95% 以 
上 ， 分 选 后 细胞 存活 率 达 93%"Y。 值 得 一 提 的 是 ， 目 前 
该 分 选 通 量 主 要 受 限 于 拉 曼 检测 而 非 系统 本 身 ， 通 过 与 
高 灵敏 拉 曼 检测 技术 ( 如 受 激 拉 曼 等 ) UU 耦合， 可 实现 
超 高 通 量 分 选 。 

上 述 RACS 技术 家 族 的 建立 与 拓展 为 人 工 细 胞 表 型 
检测 和 筛选 提供 了 新 的 、 强 有 力 的 技术 手段 ， 也 为 目 
前 FACS 尚 难于 解决 的 应 用 提供 了 全 新 的 解决 方案 ""。 但 
是 仅 任 上 述 单元 技术 尚 无 法 直接 满足 人 工 细 胞 的 表 型 得 
选 的 现实 需求 ， 亚 须 针 对 合成 生物 技术 的 现实 需求 ， 构 
建 基于 上 述 单 细胞 拉 曼 分 选 关键 技术 的 细胞 筛选 全 流程 
和 装备 系统 。 

1.2.3 其 他 非 标 记 式 的 细胞 功能 检测 与 分 选 方法 

细胞 表 型 与 功能 的 差异 ， 除 体现 于 光谱 性 质 的 不 同 
外 ， 还 可 能 导致 细胞 物理 性 质 的 变化 。 因 此 ， 通 过 单 细 
胞 物理 参数 的 测量 ， 也 可 识别 与 分 选 细胞 表 型 。 如 单 细 
胞 电阻 抗 可 反映 细胞 状态 ， 与 细胞 大 小 、 生 长 阶段 等 多 
种 表 型 直接 相关 ,已 被 用 于 分 选 人 体 正常 细胞 与 肿瘤 细 
胞 中 。 同 样 ， 正 常 细胞 和 肿瘤 细胞 的 单 细胞 力学 参数 有 
5t. 细胞 形变 能 力 等 参数 已 展示 出 肿瘤 诊断 的 潜力 ™。 

上 述 基 于 细胞 电阻 抗 、 力 学 形变 能 力 等 物理 性 质 
也 被 已 经 应 用 于 细胞 功能 分 选 。 不 同 的 单 细 胞 操控 力 场 
165271. BAH ( 介 电 场 等 ) 、 声 波 (表面 驻 波 ) 、 
流体 力 场 、 磁 场 等 均 可 以 方便 地 集成 到 微 流 控 芯片 系统 
中 ， 从 而 实现 高 通 量 、 高 精准 的 单 细 胞 功能 分 选 下 。 总 
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体 而 言 ， 为 了 适应 千变万化 的 细胞 表 型 分 选 需求 ， 基 于 
新 概念 或 新 原理 的 单 细胞 功能 分 选 技术 不 断 涌现 ， 并 向 
性 、 高 检测 动态 范围 、 非 标记 、 全 景 式 、 


高 通 量 、 人 工 智 能 化 等 目标 方向 不 断 推进 1。 


2 人 工 细胞 表 型 测试 方法 学 的 瓶颈 和 发 展 方向 


针对 活体 无 损 、 非 标记 式 、 提 供 全 景 式 表 型 、 能 
分 辨 复杂 功能 、 快 速 高 通 量 且 低 成 本 、 能 与 组 学 分 析 联 
动 等 挑战 ， 单 细胞 光谱 成 像 与 分 选 具有 重要 的 特色 与 优 
势 。 这 一 贯通 光谱 学 与 遗传 学 、 连 接 单 细胞 表 型 组 与 单 
细胞 功能 基因 组 的 桥 粱 ， 正 在 迅速 延伸 与 拓宽 。 然 而 ， 
其 潜力 的 挖掘 与 实现 还 需要 诸多 方面 的 努力 ， 同 时 也 和 带 
来 了 巨大 的 机 遇 。 

(1) 基于 光谱 的 单 细胞 表 型 组 测量 。 一 方面 ， 多 种 
荧光 探 针 的 并 行 或 复合 使 用 ， 能 够 拓展 在 单 细胞 中 同时 检 
测 的 费 标 分 子 数目 ; 但 是 ， 由 于 多 色 交 光 之 间 的 相互 干 
扰 ， 多 个 基因 功能 表 型 的 同时 检测 仍然 是 重要 挑战 1。 另 
一 方面 ， 尽 管 基于 单 细 胞 拉 曼 光谱 的 拉 曼 组 能 够 在 无 需 
探 针 的 前 提 下 测量 底 物 代谢 活性 、 产 物 谱 、 环 境 应 激 等 
诸多 表 型 ， 但 是 单 细胞 精度 同时 测量 这 些 表 型 的 “全 景 
式 ” 表 型 组 分 析 尚 需 结 合 特定 应 用 进行 示范 。 同 时 ， 单 
细胞 层面 的 表 型 测量 不 可 避免 地 带 有 基因 表达 的 随机 性 
所 引入 的 噪音 ， 因 此 ， 这 些 噪 音 的 定量 和 溯源 ， 是 从 单 
细胞 光谱 表 型 推断 细胞 群体 或 群落 层面 的 表 型 、 乃 至 区 
分 单 细 胞 状态 变化 或 基因 型 变化 的 关键 。 

(2) “ 靶 标 分 子 特 异性 ”与 “全 景 式 表 型 测量 ” 
兼顾 的 单 细 胞 光谱 成 像 。 基 于 荧光 探 针 的 设计 实现 靶 标 
分 子 的 高 特异 性 检测 是 欧 光 光谱 的 特色 ， 而 拉 曼 光谱 能 
够 对 自然 界 几乎 任何 细胞 直接 分 析 多 种 表 型 ， 两 者 之 间 
的 优势 互补 、 耦 合 使 用 ， 并 证 明 “ 靶 标 分 子 特异 性 ”与 
“全 景 式 表 型 测量 ”的 兼容 性 ， 将 大 大 拓展 单 细胞 科学 
与 单 细胞 技术 的 应 用 领域 ， 是 很 有 前 景 的 研究 方向 。 例 
如 ， 新 近 提出 的 生物 正 交 标记 受 激 拉 曼 散射 显 微 活 细胞 
成 像 技 术 ， 基 于 烽 基 单一 化 学 键 标记 的 受 激 拉 曼 散射 ， 
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FE Y MUD EAN TARR ; or ALR SEAL 
乎 没有 拉 曼 背景 干扰 ， 即 在 拉 曼 光谱 上 “生物 正 交 ”。 
烽 基 代谢 标记 生物 分 子 技术 和 受 激 拉 曼 显 微 成 像 技术 的 
结合 ， 实 现 了 活 细胞 的 脂 类 、 核 酸 、 蛋 白质 和 糖 类 的 特 
PERL ES DRO, B. BERG AL SGT MBA 
Ze ioi e ^57 TA A), EAK 
平 ， 光 谱 参 数 与 电学 参数 、 力 学 参数 等 的 并 行 测量 与 分 
选 ， 将 把 单 细 胞 表 型 组 在 合成 生物 学 的 应 用 推 向 新 的 维 
度 ， 并 在 动物 、 植 物 、 微 生物 等 领域 的 高 通 量 表 型 监测 
和 分 子 育种 等 方面 作出 重要 贡献 上 。 在 基于 光谱 的 单 细 
胞 表 型 组 方面 ， 除 了 多 模 态 检测 与 分 选 原理 及 核心 器 件 
的 创新 ， 人 工 智能 与 大 数据 技术 也 将 发 挥 不 可 或 缺 的 作 
Bp. 

(3) 单 细 胞 “成 像 一 分 选 一 测序 一 培养 一 大 数据 ” 
全 流程 的 标准 化 与 装备 化 与 智能 化 。 首 先 ， 在 一 定 程度 
上 ， 对 于 拉 曼 、 红 外 等 非 标记 式 光谱 来 说 ， 单 细胞 光谱 
信号 质量 与 细胞 承受 的 激发 光 能 量 成 正 相 关 。 因 此 ， 光 
谱 采 集 可 能 对 细胞 及 其 核酸 造成 损伤 ， 导 致 分 选 后 单 细 
胞 培养 成 活 率 低 、 单 细胞 基因 组 扩 增 的 效率 低 ， 同 时 也 
阻碍 了 光谱 采集 一 分 选 流程 通 量 的 提高 。 虽 然 我 们 的 前 
期 数据 表明 ， 流 式 拉 曼 检测 和 微 液 泣 和 包 于 能 激光 照射 后 
细胞 的 活性 并 且 提 高 拉 曼 分 选 后 核酸 扩 增 与 测序 的 质 
量 ， 然 而 如 何在 保证 细胞 活性 与 信号 质量 的 同时 ， 继 续 
大 幅度 提高 测量 与 分 选 的 通 量 ， 这 仍 需要 创新 的 解决 方 
案 。 另 一 方面 ， 单 细胞 拉 曼 、 红 外 光谱 的 测量 与 分 析 的 
方法 学 还 在 不 断 优化 中 ， 其 实验 流程 、 计 算 分 析 以 及 数 
据 等 方面 离 标准 化 均 还 有 相当 距离 。 因 此 ， 迫 切 需要 通 
过 业界 的 合作 ， 种 细胞 类 型 和 应 用 场景 来 建立 相应 的 光 
谱 采 集 与 分 析 技 术 与 装备 标准 ， 为 将 来 基于 分 子 光 谱 的 
单 细胞 “ 表 型 组 -基因 组 ”大 数据 的 大 规模 采集 与 共享 黄 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


人 工 细胞 的 表 型 测试 与 分 选 : 构建 从 光谱 学 到 遗传 学 的 桥梁 


拉 曼 全 谱 ， 有 可 能 影响 分 析 与 分 选 的 速度 。 因 此 ， 构 建 
一 套 完 全 自动 化 的 合成 生物 铸造 平台 ， 还 需要 考虑 光谱 
检测 原理 与 细胞 性 质 之 间 、 各 种 表 型 测试 设备 之 间 ， 以 
及 基因 型 设计 和 合成 等 环节 与 细胞 表 型 测试 环节 之 间 ， 
在 工作 原理 、 操 作 过 程 和 分 析 通 量 等 方面 的 不 同 要 求 。 
在 此 基础 上 ， 借 助 大 数据 和 云 计 算 ， 一 系列 针对 特定 单 
细胞 测试 、 分 选 、 测 序 与 培养 需求 的 新 型 装备 与 技术 服 
务 网 络 将 不 断 涌现 ， 以 支撑 合成 生物 铸造 平台 的 规模 化 
与 智能 化 。 


综 上 所 述 ， 基 于 光谱 学 的 非 侵入 性 单 细胞 功能 
征 技术 任 重 而 道 远 。 多 种 光谱 学 之 间 扬 长 避 短 的 联合 作 
战 ， 力 至 光 、 电 、 声 等 多 模 态 成 像 ， 结 合 高 通 量 的 光谱 
激活 细胞 分 选 技术 及 下 游 的 单 细胞 组 学 技术 ， 必 将 构建 
一 条 连接 光谱 学 与 遗传 学 的 宽广 桥 粱 ， 从 而 为 细胞 工厂 
的 快速 与 自动 化 表征 、 筛 选 与 机 制 解析 提供 新 一 代 的 解 
决 方案 。 

同时 ， 基 于 这 一 桥梁 ， 单 细胞 光谱 表 型 组 及 其 相对 
应 的 单 细 胞 基因 组 与 转录 组 数据 将 逐渐 积累 。 这 一 单 细 
胞 精度 的 “ 表 型 组 -基因 组 ”作为 一 种 新 的 生物 学 大 数据 
类 型 ， 将 催生 一 系列 壬 新 、 共 性 、 系 统 的 实验 仪器 、 计 
算 工具 力 至 大 数据 网 络 ， 加 速 “数据 科学 驱动 ”的 细胞 
工厂 设计 与 构建 ， 从 而 推动 合成 生物 学 研究 思路 与 方法 
的 改观 。 
因此 ， 我 们 应 当 把 握 当 前 机 遇 ， 在 国内 外 紧密 合作 
的 基础 上 ， 联 合 策划 富有 雄心 、 远 见 、 创 意 与 竞争 力 的 
单 细胞 表 型 组 分 析 与 分 选 方法 学 与 装备 研制 计划 ， 为 合 
成 生物 学 及 其 广阔 的 应 用 领域 贡献 一 系列 “中 国 制造 ” 
与 “中 国 创 造 ”的 新 方法 、 新 工具 和 新 仪器 。 


定 基 础 。 

此 外 ， 单 细胞 光谱 测试 设备 的 原理 各 异 ， 故 适合 测 
量 的 细胞 类 型 与 状态 也 不 尽 相 同 。 例 如 ， 由 于 光合 色素 
的 存在 ,光合 细胞 往往 需要 一 个 “ 溢 灭 ” 过 程 才能 测量 
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人 工 细胞 的 表 型 测试 与 分 选 : 构建 从 光谱 学 到 遗传 学 的 桥梁 


Phenotyping and Sorting of Synthetic Cells: 
Building Bridge from Spectroscopy to Genetics 


MA Bo XU Jian’ 

( Single-cell Center, Qingdao Institute of Bioenergy and Bioprocess Technology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266101, China ) 
Abstract In synthetic biology, the dazzling methodological innovations in sequencing, editing and synthesis of genomes have resulted in 
an unprecedented capability in “design and manufacturing of genotype”. On the other hand, “testing of cellular phenotype and function” 
has increasingly become one major bottleneck. Single-cell technologies have tremendous implications and potentials in rapid testing of 
cellular function. However, ideally, such single-cell methods should allow non-invasive live-cell probing, be label-free, provide landscape- 
like phenotyping capability, distinguish complex functions, operate with high speed, sufficient throughput and low-cost, and finally, be able 
to couple with downstream omics analysis via cell sorting. In this perspective article, we focus on recent progress in label-free molecular 
spectroscopy-activated phenotyping, sorting and sequencing of single-cells, and discuss the key challenges and emerging trends of the area. 
We propose that alliance among the array of non-invasive spectroscopy methods or modes, when coupled with downstream high-throughput 
cell sorting and omics profiling, will establish and broaden a bridge that connects spectroscopy and genetics, in science, technologies, and 
communities. This bridge will lead to novel and creative solutions to high-throughput, landscape-like testing and screening of synthetic cells. 
Moreover, it will fulfill the promise of spectroscopy-enabled single-cell *phenome-genome" as a new type of biological big-data, and accelerate 
the pace of “data-driven” synthetic biology. 


Keywords synthetic biology, phenotype test, molecular spectroscopy, cell sorting, single-cell phenome, single-cell functional genomics 
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